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DESCRIPCION

“Combinacion de glicoisoformas para el tratamiento o la prevencion de la septicemia,
linea celular transgénica que produce glicoisoformas de eritropoyetina, composicion
farmacéutica que comprende dicha combinacion, procedimiento para obtener la linea
celular, procedimiento para producir la combinacién de glicoisoformas y procedimientos
para el tratamiento y la prevencion de la septicemia”

La presente invencion se refiere a una linea celular transgénica que produce una combinacién de glicoisoformas de
eritropoyetina, en la que tales glicoisoformas pueden comprender una cantidad de acido sialico que oscila de 4 a 10
moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, la combinacién de glicoisoformas para el tratamiento o la
prevencion de la septicemia, una composicion farmacéutica que comprende tal combinacion, procedimientos para
obtener la linea celular, un procedimiento para producir tal combinacién de glicoisoformas, y procedimientos para el
tratamiento y la prevencion de la septicemia.

Técnica anterior

Las modificaciones producidas por las células eucaridticas en el patréon de glicosilacion de las glucoproteinas
pueden afectar a algunas de sus propiedades bioldgicas, tal como su transporte, secrecion, estabilidad e interaccion
con otras moléculas y con los receptores (Witter, A. y Howard, S., Biochem. 29: 4175-4180, 1990; Hart, Curr. Op.
Cell Biol. 4: 1017-1023, 1992; Gooche et al., Bio/Technology 9: 1347-1355, 1991; Parekh et al., Curr. Op. Cell. Biol.
1: 750-754, 1991; Bevilacqua, M. y Nelson, R., J. Clin. Invest. 91: 379-387, 1993; Nelson et al., J. Clin. Invest. 91:
1157-1166, 1993; Norgard, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 1068-1072, 1993; Imai et al., Nature 361: 555-557,
1993).

En sus formas naturales y recombinantes (producidas en lineas celulares eucaridticas transgénicas), la
eritropoyetina humana (EPO) —una proteina usada de forma generalizada para la estimulacion de la eritropoyesis—
contiene cuatro cadenas oligosacaridas complejas unidas a la cadena polipeptidica. Tres de tales uniones son del
tipo N y una es del tipo O. Su ubicacion especifica es bien conocida (Elliott, S. et al., The Journal of Biological
Chemistry 279(16): 16854-16862, 2004; Watson et al., Glycobiology 4(2): 227-237, 1994). Los oligosacaridos con
uniones de tipo N puede contener un ndimero variables de residuos terminales de acido sialico, hecho que afecta
notablemente la actividad de la EPO (Egrie, J. y Browne, J., Br. J. Cancer 84(1): 3-10, 2001; Goldwasser et al., J.
Biol. Chem. 249: 4202-4206, 1974). Por ejemplo, una cantidad mayor de acido sidlico alarga la vida media de la
EPO en la sangre, pero reduce la afinidad debido al receptor relacionado con su actividad hematopoyética. En
cambio, una EPO con contenido de acido sialico menor o inexistente tiene baja vida media in vivo y un nivel de
afinidad elevado debido a su receptor relacionado con su actividad hematopoyética (Fukuda et al., Blood 73: 84-89,
1989; Spivak, J. y Hogans, B., Blood 73: 90-99, 1989; Imai et al., Eur. J. Biochem. 194: 457-462, 1990; Higuchi et al.,
J. Biol. Chem. 267(11): 7703-7709, 1991). Para actuar como estimulante de la eritropoyesis in vivo, la EPO debe
estar presente continuamente en la sangre en concentraciones adecuadas y, por lo tanto, un tiempo de vida in vivo
prolongado aumenta notablemente su accion eritropoyética. En cambio, cuando esta presente in vivo en
concentraciones elevadas periodos cortos, tiene un efecto protector en los tejidos (Morishita, E. et al.; Neuroscience
76: 105-116, 1997), hecho que sugiere que la EPO con niveles bajos o inexistentes de acido sialico es util para la
induccion de la proteccion tisular sin ningun efecto eritropoyético consiguiente. Esto seria muy significativo, dado que
el aumento de glébulos rojos en la sangre puede ser muy arriesgado. Por otra parte, si la EPO no contiene acido
sialico (asialo-EPO), su vida media in vivo es excesivamente corta y, por lo tanto, no es utiles ni para la estimulacion
de la eritropoyesis ni para la proteccion tisular.

Se sabe que la EPO recombinante producida en lineas celulares eucariéticas es una combinacion de especies
moleculares que comparten la misma cadena polipeptidica pero tienen cantidades diferentes de acido sialico
terminal presente en las cadenas oligosacaridas. Estas diversas formas de EPO se denominan glicoisoformas de
EPO. Dado que estas glicoisoformas de EPO tienen cargas diferentes, cada una puede ser aislada del resto
mediante, por ejemplo, la técnica de isoelectroenfoque. La mezcla de glicoisoformas de EPO producida por las
células recombinantes puede variar segun la linea celular en uso. Por ejemplo, cuando se produce la EPO en
células CHO, las glicoisoformas contienen de 1 a 14 moléculas de acido sialico.

Mas alla del uso practico de la EPO en la estimulacion de la eritropoyesis, y principalmente debido a su efecto
protector en los tejidos, se ha propuesto la EPO como principio activo en el tratamiento de diversas anomalias y
enfermedades. Por ejemplo, la solicitud de patente de Baker et al., US n° 2004/0198663, divulga un procedimiento
para reducir los efectos de la isquemia miocardica y su dafio asociado mediante la administracion de cantidades
efectivas de eritropoyetina. El documento de patente de Weiss, S. et al., US n® 6165783, divulga un procedimiento
para inducir la diferenciacion de células madre neurales o tratar enfermedades neurodegenerativas mediante la
aplicacion de cantidades efectivas de eritropoyetina. La solicitud de patente de Zaharia, V., US n° 2002/0169129,
divulga un procedimiento que comprende la administracién de una dosis efectiva de EPO recombinante humana
para mejorar la calidad de vida de un paciente. La solicitud de patente de Campana W. M. et al., US n°
2004/0018978, divulga un procedimiento para el tratamiento naturopatico del dolor y para la proteccion del sistema
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nervioso periférico que comprende la administracion de eritropoyetina. La patente estadounidense n° 6268336
divulga un procedimiento para tratar enfermedades hepaticas que comprende la administracion de eritropoyetina. El
documento de patente WO 03/057242 de Van Gilst, W. H. et al., divulga el uso de eritropoyetina para el tratamiento
o la prevencioén de insuficiencias cardiacas. La patente estadounidense n° 6784154, de Westenfelder, Ch., divulga
un procedimiento para la proteccion renal y para el tratamiento de la insuficiencia renal isquémica aguda que
comprende la administracion de eritropoyetina. El documento de patente WO 04/012759 de Haller H. et al., divulga
el uso de la eritropoyetina para la estimulacion, la movilizacion, la proliferacion y la diferenciacion de células madre
endoteliales.

Durante muchos afios, los investigadores se centraron en obtener eritropoyetinas con niveles elevados de acido
sialico para garantizar una vida media elevada en plasma, aumentando, por ejemplo, los sitios de glicosilacion o
enriqueciendo las glicoisoformas de eritropoyetina con niveles elevados de &acido sidlico (véase la patente
estadounidense n° 5856298, de Strickland, T. W.). En la patente estadounidense n® 6673575, de Franze R. et al., se
describe otro procedimiento para aumentar la glicosilacion; y en el documento de patente WO 03/080852 se divulga
un procedimiento cromatografico para producir eritropoyetina de alta pureza con un perfil deseado de glicoisoforma.

Por otra parte, el documento de patente estadounidense n® 6531121, de Bines, M. et al., divulga la administracion de
asialo-eritropoyetina para la proteccion y el mantenimiento de la viabilidad celular, tisular o de érganos, demostrando
que la actividad de la asialo-eritropoyetina (asialo-EPO) es diferente de la de las descritas previamente.

La sepsis o0 septicemia es la respuesta sistémica a la infeccion. En ocasiones, esta respuesta puede agravarse y
afectar las funciones de drganos tales como los rifiones, el higado, el corazén, los pulmones, los intestinos, el
pancreas, el SNC, las glandulas suprarrenales y la médula 6sea. También puede alterar el metabolismo, la
coagulacion, el sistema inmunoldgico, la perfusion regional de los érganos vy la circulacion sistémica, causando un
choque séptico. La mortalidad séptica aumenta con una tasa directamente proporcional a la presencia y la gravedad
del choque, y al numero de las insuficiencias de o6rganos, oscilando entre el 30% si no hay implicada ninguna
insuficiencia y el 100%, en el caso de que ocurran insuficiencias en cuatro o mas érganos (Fry, D. E., Pearlstein, L.,
Fulton, R. L. et al., Multiple System Organ Failure. The Role of Uncontrolled Infection, Arch. Surg. 115: 136-140,
1980). A pesar de los desarrollos logrados hasta la fecha, la septicemia sigue siendo la principal causa de mortalidad
en las unidades de vigilancia intensiva no coronaria (Angus, D.C. et al., Crit. Care Med. 29: 1303-10, 2001). Las
bases terapéuticas actuales son: aumento del volumen de plasma usando cristaloides y/o coloides; soporte a los
6rganos con insuficiencias, incluyendo los que estan en estado de choque; control estricto de la glucemia; uso de
antibidticos y farmacos adecuados que modulen la respuesta inflamatoria y procoagulante (Dellinger, P. et al., Crit.
Care Med. 32: 858-73, 2004; Bernard, G., Vincent, J. L., Laterre, P. F. et al., Efficacy and Safety of Recombinant
Human Activated Protein C for Severe Sepsis, N. Eng. J. Med. 344: 699-609, 2001; Bernard, G. R., Margolis, B. D.,
Shanies, H. M. et al., Extended Evaluation of Recombinant Human Activated Protein C United States Trial
(ENHANCE US)* Chest. 125: 2206-2216, 2004). Sin embargo, la mortalidad sigue siendo alta, y prosigue la
investigacion con el objetivo de obtener mejores resultados terapéuticos. En este sentido, se han producido estudios
notables en lo que se refiere a la posibilidad de activar las sefiales defensivas de respuesta al estrés en células de
tejidos diferentes de pacientes sépticos.

Diversos estudios han postulado que la pérdida de linfocitos por apoptosis puede ser responsable de la elevada
inmunosupresion observada frecuentemente en los pacientes sépticos (Wang, S. D. et al., J. Immunol. 152: 5014-21,
1994). Otros tipos de células, como los hepatocitos (Rogers, H. W. et. al., J. Immunol. 156: 679-84, 1996), las
células epiteliales prismaticas del tracto intestinal (Hotchkis, R. S. et al., Crit. Care Med. 25: 1298-1307, 1997) y las
células del endotelio vascular (Haimovitz-Friedman, A. et al., J. Exp. Med. 186: 1832-41, 1997) también pueden
morir por apoptosis durante el proceso de septicemia. Un estudio reciente realizado en pacientes cuya causa de
muerte habia sido la septicemia/un choque séptico demostré que la apoptosis ocurre sistematicamente en muchos
tipos de células, entre las cuales las células linfoides y las células epiteliales prismaticas del tracto intestinal son
particularmente vulnerables (Hotchkis, R.S. et al., Crit. Care Med. 27: 1230-517, 1999). Para los fines de esta
patente, el término “sepsis” también significara “septicemia”.

Existe la necesidad de encontrar principios activos y formulaciones que reduzcan la mortalidad causada por la
septicemia. Sorprendentemente, los inventores han descubierto que ciertas combinaciones de glicoisoformas de
eritropoyetina previenen de forma efectiva la septicemia, y también pueden ser usadas con éxito en el tratamiento de
pacientes sépticos.

Resumen de la invencion

Uno de los objetivos de la presente invencion es proporcionar una combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina
adecuada para el tratamiento y la prevencion de la septicemia, en la que tales glicoisoformas contienen acido sialico
en cantidades de 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, comprendiendo
dicha combinacion una cantidad entre 2 y 12% de la glicoisoforma 4, que contiene 4 moléculas de acido sialico por
molécula de eritropoyetina, entre 5 y 25% de la glicoisoforma 5, que contiene 5 moléculas de &cido sialico por
molécula de eritropoyetina, entre 9 y 34% de la glicoisoforma 6, que contiene 6 moléculas de &cido sialico por
molécula de eritropoyetina, entre 9 y 34% de la glicoisoforma 7, que contiene 7 moléculas de &cido sialico por
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molécula de eritropoyetina, entre 10 y 35% de la glicoisoforma 8, que contiene 8 moléculas de acido sialico por
molécula de eritropoyetina, entre 2 y 23% de la glicoisoforma 9, que contiene 9 moléculas de &cido sialico por
molécula de eritropoyetina y entre 0 y 2% de la glicoisoforma 10, que contiene 10 moléculas de acido sidlico por
molécula de eritropoyetina. La eritropoyetina es eritropoyetina humana y puede ser natural, recombinante, analogos,
mutantes, miméticos o fragmentos de eritropoyetinas. Tal combinacién de eritropoyetina tiene actividad terapéutica y
preventiva en la septicemia.

Otro objetivo de la presente patente es proporcionar una linea celular productora de eritropoyetina transgénica que
produzca y libere al medio cualquier combinacién de glicoisoformas de eritropoyetina, en la que tal combinacion
comprende una cantidad entre 2 'y 12% de la glicoisoforma 4, que contiene 4 moléculas de acido sialico por molécula
de eritropoyetina, entre 5 y 25% de la glicoisoforma 5, que contiene 5 moléculas de acido sialico por molécula de
eritropoyetina, entre 9 y 34% de la glicoisoforma 6, que contiene 6 moléculas de &cido sidlico por molécula de
eritropoyetina, entre 9 y 34% de la glicoisoforma 7, que contiene 7 moléculas de &cido sidlico por molécula de
eritropoyetina, entre 10 y 35% de la glicoisoforma 8, que contiene 8 moléculas de acido sidlico por molécula de
eritropoyetina, entre 2 y 23% de la glicoisoforma 9, que contiene 9 moléculas de &cido sidlico por molécula de
eritropoyetina y entre 0 y 2% de la glicoisoforma 10, que contiene 10 moléculas de &cido sialico por molécula de
eritropoyetina. La eritropoyetina es eritropoyetina humana y puede ser natural, recombinante, analogos, miméticos,
mutantes o fragmentos de eritropoyetinas. La linea celular es la linea celular AB2H52, depositada en la DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) con el nimero de acceso DSM ACC2727. La
combinacién de eritropoyetina producida y purificada tiene actividad terapéutica como agente adecuado para el
tratamiento y la prevencion de la septicemia.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica adecuada para el tratamiento y
la prevencion de la septicemia, comprendiendo tal composiciéon un principio activo constituido por una combinacion
de glicoisoformas de eritropoyetina, comprendiendo tales glicoisoformas acido sialico en cantidades de 4, 5, 6, 7, 8,
9 o 10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, comprendiendo dicha combinacién una cantidad
entre 2 y 12% de la glicoisoforma 4, que contiene 4 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre
5y 25% de la glicoisoforma 5, que contiene 5 moléculas de &cido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 9y
34% de la glicoisoforma 6, que contiene 6 moléculas de acido sidlico por molécula de eritropoyetina, entre 9y 34%
de la glicoisoforma 7, que contiene 7 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 10 y 35% de la
glicoisoforma 8, que contiene 8 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 2 y 23% de la
glicoisoforma 9, que contiene 9 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina y entre 0 y 2% de la
glicoisoforma 10, que contiene 10 moléculas de acido sidlico por molécula de eritropoyetina y excipiente, en
cantidades adecuadas. La eritropoyetina es eritropoyetina humana y puede ser natural, recombinante, analogos,
miméticos, mutantes o fragmentos de eritropoyetinas. Tal composicion puede comprender cualquier excipiente
conocido en la técnica de fabricacién de medicinas.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para obtener una combinacion de
glicoisoformas de eritropoyetina segun la reivindicacién 1. El procedimiento comprende las siguientes etapas:

a. El cultivo, en un medio de cultivo, de la linea celular AB2H52, depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen) con nimero de acceso DSM ACC2727, teniendo dicho medio de
cultivo una osmolalidad que oscila entre 310 y 450 miliosmol/kg de disolvente y aditivos seleccionados del
grupo constituido por N-acetilglucosamina, cloruro amonico, cloruro sédico y combinaciones de los mismos,
y

b. La purificacion y el aislamiento de la combinacion de la glicoisoforma de eritropoyetina, llevandose a cabo
la etapa de purificacion y aislamiento de la combinacion de la glicoisoforma de eritropoyetina mediante al
menos una etapa cromatografica. La combinacion de eritropoyetina comprende un perfil de puntos
isoeléctricos entre 4,0 y 5,3.

Se describe el procedimiento para obtener una linea celular que produce una combinacién de glicoisoformas de
eritropoyetina segun la reivindicacion 1. La eritropoyetina es eritropoyetina humana y puede ser natural, miméticos,
recombinante, analogos, mutantes o fragmentos de eritropoyetinas. El procedimiento comprende las siguientes
etapas:

a. cultivo, en un medio de cultivo, de una linea celular productora de eritropoyetina transgénica,
comprendiendo el medio de cultivo aditivos tales como N-acetilglucosamina, cloruro aménico, cloruro
sédico o una combinacion de los mismos, y todos ellos en diferentes proporciones;

b. clonacién de la linea celular;
c. determinacion del clon que produce tal combinacion; y
d. purificacion y aislamiento de tal combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina. La osmolalidad del medio

de cultivo oscila entre 310 y 450 miliosmol/kg de disolvente.

Otro objetivo de la presente patente es proporcionar una composicion farmacéutica que comprende una
combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina segun la reivindicacion 1, para su uso en el tratamiento de la
septicemia. La eritropoyetina es eritropoyetina humana y puede ser natural, recombinante, analogos, miméticos,
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mutantes o fragmentos de eritropoyetinas. La combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina recombinante
humana de la presente invencién se usa en una dosis que oscila entre 10 yg/kg y 1.000 pg/kg de la combinacion
para una persona adulta de 70 kg.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica que comprende una
combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina segun la reivindicacion 1 para su uso en la prevencion de la
septicemia. La eritropoyetina es eritropoyetina humana y puede ser natural, recombinante, analogos, miméticos,
mutantes o fragmentos de eritropoyetinas. La combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina recombinante
humana de la presente invencién se usa en una dosis que oscila entre 10 yg/kg y 1.000 pg/kg de la combinacion
para un mamifero de 70 kg.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar el uso de una combinacion de glicoisoformas de
eritropoyetina segun la reivindicacion 1, para su uso en la prevencion y el tratamiento de la septicemia.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Esta figura muestra el mapa de restriccion plasmidica usado en la transfeccion de la linea celular
CHO.K1.

Figura 2: La Figura 2A muestra una SDS-PAGE tincionada con azul de Coomasie. La Figura 2B muestra
bandas de transferencia de Western resultantes del gel aplicado segiin se muestra en la Figura 2A. La
Figura 2C es la representacion grafica de la distancia migrada por cada patron de peso molecular (PM)
como una funcién del logaritmo de PM. En A, B y C, la cadena 1 corresponde a 25 ug de la EPO comercial
(Eprex, Cilag-Jansen); la cadena 2 corresponde a 25 ug de la eritropoyetina de la presente invencion, la
cadena 3 corresponde a patrones de PM (BioRad, EE. UU.), la cadena 4 corresponde a 5 ug de la EPO
comercial (Eprex, Cilag-Jansen); la cadena 5 corresponde a 5 ug de la eritropoyetina de la presente
invencion.

Figura 3: Esta figura muestra las bandas de ensayo de isoelectroenfoque tincionadas con azul de
Coomasie. La cadena 1 corresponde a asialo-EPO, la cadena 2 corresponde a la eritropoyetina de la
presente invencion, la cadena 3 corresponde a eritropoyetina comercial (Eprex, Cilag-Jansen) y la cadena 5
corresponde a patrones de pl (GE Healthcare, Suecia). La Figura 3B es una representacion grafica de pl en
funcion de la distancia de migracion de cada pl obtenido.

Figura 4: Esta figura muestra la curva de supervivencia de ratones con septicemia inducida
experimentalmente. Una hora antes de la doble ligadura y puncién del ciego (CLP), los animales recibieron
dosis de 5 ug/kg, 15 pg/kg o 30 ug/kg ya fuera de la combinacion de glicoisoformas de EPO de la invencion
o de placebo (control).

Figura 5: Esta figura muestra la curva de supervivencia de ratones con septicemia inducida
experimentalmente. Una hora antes de la CLP, los animales recibieron dosis de 15 pg/kg, 30ug/kg o 50
pg/kg ya fuera de EPO comercial (Eprex, Cilag-Jansen) o placebo (control).

Figura 6: Esta figura muestra curvas de supervivencia de ratones con septicemia inducida
experimentalmente. Una hora antes de la CLP, los animales recibieron dosis de 15 ug/kg, 30 ug/kg o 50
pg/kg ya fuera de asialo-EPO (Eprex, Cilag-Jansen) o placebo (control).

Figura 7: Esta figura muestra la frecuencia de lesiones histopatolégicas generales en razones sépticos
tratados de manera preventiva con 50 pg/kg de EPO comercial o con 50 ug de la combinacion de EPO de
la presente invencion.

Figura 8: Esta figura muestra curvas de supervivencia de ratones con septicemia inducida
experimentalmente. Una hora después de la CLP, los animales recibieron dosis de 15 pg/kg, 30 pug/kg o 50
pg/kg ya fuera de la combinacion de glicoisoformas de EPO de la presente invencién o de placebo (control).

Descripcion detallada de la invenciéon

Para los fines de esta solicitud de patente, la expresion “la eritropoyetina de la presente invencion” se referira
siempre a un grupo o una combinacioén de glicoisoformas de eritropoyetina segun la reivindicacion 1.

Se define una glicoisoforma de eritropoyetina como una eritropoyetina que tiene un Unico punto isoeléctrico (pl). Las
diversas glicoisoformas tienen la misma secuencia de aminoacidos, pero sus pl difieren.

Se proporcionan lineas celulares eucaridticas transgénicas, preferentemente lineas celulares transgénicas que
expresen eritropoyetina, particularmente una combinacidon de glicoisoformas de eritropoyetina que comprende
glicoisoformas que contienen 4 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina a isoformas que contienen
10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina. Por ejemplo, glicoisoformas que contienen 4, 5, 6, 7, 8,
9 y/o 10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina.

La linea celular eucariética puede ser, entre otras, una linea celular de mamiferos, y lo mas preferente es que sea la
linea celular transgénica AB2H52, depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen) con el nimero de acceso DSM ACC2727, conforme al Tratado de Budapest de fecha 22 de junio de
2005.
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En cuanto al esqueleto de los aminoacidos, la eritropoyetina producida por la linea celular de la invencién incluye,
sin limitacion, muteinas de eritropoyetina tales como las que tienen aminoacidos alterados en el extremo carboxilo
terminal (patente estadounidense n® 5457089), analogos; péptidos que se usen al receptor; pequefias moléculas que
mimetizan la eritropoyetina que en esta solicitud se denominan miméticos (patente estadounidense n°
2002/0016350); eritropoyetina natural; mutantes tales como, por ejemplo, los modificados para reducir su
inmunogenicidad (patente estadounidense n® 2004/0063917) o los modificados para aumentar su actividad (patente
estadounidense n° 2004/0091961, incluida en su totalidad en el presente documento por referencia);
conjugados(patente estadounidense n° 2004/0266690, incluida en su totalidad en el presente documento por
referencia). Los expertos en esta técnica conocen que, para los fines de la presente invencion, podria producirse
eritropoyetina con cualquier esqueleto de aminoacidos con la condicién de que la linea celular produjese
glicoisoformas que contuvieran de 4 a 10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina segun la
reivindicacion 1. Por ejemplo, el esqueleto de aminoacidos de la eritropoyetina puede ser la ID SEC n° 1.

Se obtuvo la linea celular la presente invencion transfectando células CHO.K1 con el plasmido mostrado en la Figura
1. Se clonaron las células seleccionadas del cultivo que produjeron eritropoyetina, y la combinacion producida de
glicoisoformas fue evaluada mediante isoelectroenfoque-transferencia de Western, seguido por un estudio de
densitometria de bandas.

Para desplazar el perfil de glicoisoformas hacia el de las glicoisoformas con un contenido menor de acido sialico, los
clones seleccionados fueron cultivados en condiciones diferentes. La presencia de N-acetilglucosamina en el medio
de cultivo aumenté los porcentajes relacionados con glicoisoformas menos acidas. Por otra parte, la adicion de
cloruro aménico 2,5 mM también desplazo el perfil de las isoformas hacia las menos acida y, por ultimo, la adicion
de cloruro sédico 50 mM en el medio de cultivo también produjo el desplazamiento deseado. Cualquier experto en
esta técnica sabe que pueden usarse otros tipos de sales de cloruro sédico, con la condicién de que la osmolalidad
del medio de cultivo se mantenga entre 310 y 450 miliosmol/kg de disolvente.

En una realizacién preferente, puede obtenerse la linea celular de la presente invencién seleccionado los clones que
produzcan la combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina de la invencién segun la reivindicacién 1. La linea
celular seleccionada puede cultivarse en presencia de cloruro amoénico, cloruro sédico, N-acetilglucosamina o
combinaciones de ellos para inducir la produccién y la liberacién de la combinacidon de glicoisoformas de
eritropoyetina de la invencidon que comprende una cantidad que oscila del 2% al 12% de la glicoisoforma 4, del 5% al
25% de la glicoisoforma 5, del 9% al 34% de la glicoisoforma 6, del 9% al 34% de la glicoisoforma 7, del 10% al 35%
de la glicoisoforma 8, del 2% al 23% de la glicoisoforma 9, y del 0% al 2% de la glicoisoforma 10.

En un estudio comparativo, se calcularon los pesos moleculares aparentes de la eritropoyetina de la presente
invencion y de la eritropoyetina comercial (Eprex, Cilag-Jansen). Como puede observarse en la Figura 2, el PM del
ESP comercial estandar es de 35.500 Da, y el PM de la eritropoyetina de la presente invencion es de 33.300 Da.
Esta reduccion en el peso molecular podria deberse a menor contenido medio de acidos sialicos en la eritropoyetina
de la presente invencion.

En otro estudio comparativo, se determinaron los puntos isoeléctricos (pl) de la eritropoyetina de la presente
invencion, de la asialo-eritropoyetina y de la eritropoyetina comercial (Eprex, Cilag-Jansen). Tal como se muestra en
la Figura 3, la cadena de asialo-eritropoyetina (1) muestra bandas “a” y “b” correspondientes a pl de 6,7 y 6,6,
respectivamente. La cadena 2, en la que se selecciond la eritropoyetina de la presente invencion, muestra las banda
de c a i correspondientes a pl de 4,0 a 5,3. La cadena 3, en la que se sembro la EPO comercial, muestra bandas de

j am, correspondientes a los pl de 3,5 a 4,3.

A partir de los estudios llevados a cabo, se concluy6é que el contenido medio de acido sialico medido segun la
farmacopea europea es como sigue:

Eritropoyetina de la invencion: 7,6 moles de acido sialico/mol de polipéptido.
Asialo-EPO: 4,4 moles de acido sialico/mol de polipéptido.
EPO comercial (Eprex, Cilag-Jansen): 11,3 moles de acido sialico/mol de polipéptido.

El pl, los porcentajes y el contenido de acido sialico de cada glicoisoforma de la presente invencion fueron
determinados por medio de la técnica de isoelectroenfoque (Tabla 1). El contenido de acido sidlico de cada
glicoisoforma se muestra en la tabla siguiente:

Tabla 1
Banda pl % Moles de acido sialico/mol de eritropoyetina de la invencion
521+0,07 | 6,2%2,2
490+0,08 | 145+3,0
466+0,11]214+£29
4,47 +0,08 | 21,9+1,7
4,26+0,06 | 22,3+2,5
414+£0,04 | 132+1,2

O N[O

O |N(o|Oo| b
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Banda pl % Moles de acido sialico/mol de eritropoyetina de la invencion
10 4,04+0,05| 0,7+£0,2 10

Se llevaron a cabo estudios comparativos para evaluar las actividades bioldgicas de la eritropoyetina de la presente
invencion, de la eritropoyetina comercial (Eprex, Cilag-Jansen) y de la asialo-eritropoyetina. Tal como se muestra en
la Tabla 2, la actividad eritropoyética in vitfro de la eritropoyetina de la presente invencion es intermedia en
comparacion con las de las de la asialo-EPO y la de la EPO comercial.
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Tabla 2
Muestra Ul/mg
EPO comercial 120.000
Preparado de la invencion | 179.908
Asialo-EPO 623.743

Sin embargo, la actividad hematopoyética in vivo del preparado de la presente invencion que se midié en ratones
normocinéticos segun la farmacopea europea es notablemente inferior a la de la EPO comercial (Tabla 3).

Tabla 3
Preparado Actividad eritropoyética especifica (Ul/mg)
EPO de la invencion 6.180
EPO comercial 120.000

Para comparar las vidas medias de la eritropoyetina de la presente invencién, de la asialo-EPO y de la EPO
comercial (Eprex, Cilag-Jansen) en el plasma, se llevaron a cabo ensayos in vivo sobre ratas Wistar. En la Tabla 4
se muestran los resultados de la depuracion plasmatica. Como cabia esperar, la depuracién plasmatica de la
eritropoyetina de la presente invencion es intermedia en comparacion con la de la EPO comercial, que es mas acida,
y la de la asialo-EPO.

Tabla 4
Preparado Depuracion plasmatica (minutos)
Preparado de la invencion 27,5
EPO comercial 134,0
Asialo-EPO 1,8

Después, se llevo a cabo un estudio sobre el efecto preventivo del preparacion de la invencién en la supervivencia
de ratones sépticos, entre los que se indujo la infeccion por medio de la técnica de CLP (ligadura y puncion del
ciego). Se observo que la eritropoyetina de la presente invencion reducia la mortalidad cuando se administraba en
dosis de 15 pg/kg, 30 pg/kg y 50 pg/kg (Figura 4) (p=0,02, 0,03 y 0,01, respectivamente) (prueba de intervalos
logaritmicos).

No murié ninguno de los animales del grupo de simulacion (definicion: grupo de simulacion se refiere a animales en
los que se llevo a cabo una cirugia simulada para evaluar el estrés quirargico).

A diferencia de la eritropoyetina comercial, la combinacion de glicoisoformas de EPO de la presente invencion se
puede usar a dosis mayores sin causar un efecto trombopoyético.

La EPO comercial (Eprex, Cilag-Jansen) redujo la mortalidad cuando se administré a una dosis de 15 pg/kg (Figura
5). Sin embargo, a dosis mayores, la EPO comercial no fue tan efectiva y aumentaba la mortalidad, probablemente
debido al dafio causado por el aumento de eritropoyesis y el consiguiente efecto trombopoyético.

La asialo-EPO no redujo la mortalidad en ninguna de las dosis estudiadas (Figura 6).

La aplicacién de eritropoyetina puede prevenir o ser util en el tratamiento de la septicemia siempre que tal
eritropoyetina no sea asialo-EPO.

Tal como se divulga en la presente patente, la combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina segun la
reivindicacion 1 es util para el tratamiento y la prevencion de la septicemia, del choque séptico y de otros trastornos,
tales como el choque hipovolémico grave y trastornos causados por agentes toxicos, hipoxia, isquemia o necrosis,
entre otros.

La combinaciéon de glicoisoformas para el tratamiento y la prevencion de la septicemia es la combinacién que
comprende glicoisoformas de 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, segun la
reivindicacion 1. Mas preferentemente, es la combinacion de glicoisoformas que libera en el medio de cultivo la linea
celular de la presente invencion.

Por otra parte, se estudié el dafio multiorganico (MOD) en los animales tratados. La Figura 7 muestra que la
combinacién de isoformas de la invencién redujo drasticamente la incidencia de lesiones histopatologicas graves
asociadas con la septicemia (4,2% con contra un control del 28% p=0,001), mientras que no se observd ese
beneficio en el caso de la administracion de EPO comercial (EPO comercial 25,5% contra un control del 28% p=NS).
La Tabla 5 muestra que la incidencia de un dafio renal grave (congestion intensa, necrosis tubular aguda o necrosis
renal focal) fue como sigue: Control: 28,5%, EPO comercial: 14,2%, combinacion de la EPO de la invencion: no se
observé ningun dafio renal. EI 25% del grupo de control, el 37,5% del grupo de la EPO comercial y el 12,5% del
grupo de los animales tratados con la combinacion de la EPO de la invencién presentaron compromiso hepatico
(congestion intensa o necrosis).
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No se observé ninguin dafio renal en el grupo de animales tratado con la EPO de la invencion, mientras que el 42,8%
de los animales del grupo de control y el 37,5% de los animales tratados con EPO comercial presentaron necrosis
intestinal o lisis apical. El 25% de los animales, tanto en el grupo de control como en el grupo de la EPO comercial, y
el 12,5% de los animales tratados con la combinacion de la EPO de la presente invencién tuvieron un dafio
pulmonar relacionado con la septicemia (necrosis, congestion intraalveolar o hemorragica).

Los animales tratados con la combinacion de isoformas de la presente invencion no tuvieron ningun dafio cardiaco,
mientras que el 37,5% del grupo de control y el 25% de los animales del grupo de la EPO comercial presentaron
dafo miocardico. Ningun ratén tuvo dafio cerebral, salvo un animal del grupo de control que presentd infiltrado
inflamatorio.

Tabla 5: Lesiones histopatolégicas en érganos de animales que sobrevivieron a una septicemia experimental

Grupo de control

Dia Higado Rifion Intestino Pulmones Corazén Cerebro
1 angestlon angestlon Necrosis Congestion Congestion | Congestion
intensa intensa
2 S/IP Congestion Hlperplasm Congesltlgn Congestion S/IP
linfoide hemorragica
3 Necrosis Congestion NO hC ongesltlgn Congestion S/IP
emorragica
4 Congestion Congestion sP sP siP siP
intensa
Necrosis
4 Congestion NO Hiperplasia Congestion S/IP S/IP
linfoide
Congestion S/IP Lisis apical S/IP S/P S/IP
Edema S/P Hiperplasia S/P S/P s/P
linfoide
Hematopoyesis S/IP S/IP S/IP S/P S/IP
Grupo de animales tratados con EPO comercial
Dia Higado Rifion Intestino Pulmones Corazén Cerebro
1 angestlon angestlon Hlperplasm Congestion intensa | Congestion NO
intensa intensa linfoide
2 Necrosis NO Necrosis difusa | Congestion intensa | Congestion S/IP
3 Necrosis Congestion Necrosis Congestion S/P S/IP
3 Congestion Embolia séptica Edema Congestion Emb(?"a S/P
septica
4 Congestion S/P S/P S/P S/P NO
4 S/P S/P S/P S/P S/P S/P
4 S/P S/P Hiperplasia S/P S/P NO
linfoide
5 Edema S/P Lisis apical Congestion S/P NO
Grupo de animales tratados con las isoformas de combinacion de esta invencion
Dia Higado Rifion Intestino Pulmones Corazén Cerebro
1 angestlon Congestion S/IP Congestion intensa S/P S/P
intensa
2 S/P S/P S/P S/P S/P S/P
3 S/P S/P S/P S/P S/P S/P
3 Congestion S/IP S/P S/IP S/P S/IP
4 S/P S/P S/P S/P S/P S/P
5 Congestion Congestion S/P Congestion S/IP S/IP
6 Congestion S/IP S/P S/IP S/P S/IP
6 Congestion Congestion S/P S/IP S/P S/IP

Estos resultados muestran claramente que la combinacién de isoformas de EPO de la presente invencion es Uutil
para la prevencion del dafio multiorganico y la muerte causados por la septicemia.

Para verificar si el preparado de la invencion es también Util para prevenir la muerte causa por la septicemia una vez
que se establece, se indujo septicemia experimental en ratones mediante la técnica de CLP. Se observd que la
combinacion de isoformas de la presente invencién reducia significativamente la mortalidad cuando se administraba
en una dosis de 50 ug/kg 1 hora después de la CLP (Fig. 8). Por lo tanto, el preparado de la invencion también es
util para aumentar la supervivencia cuando el tratamiento se aplica posteriormente a la septicemia.

9
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La invencién también comprende una composicion farmacéutica adecuada para el tratamiento de la septicemia o de
otros trastornos relacionados. En una realizacion preferente, la composiciéon farmacéutica para el tratamiento o la
prevencion de la septicemia comprende diversas combinaciones de glicoisoformas que contienen 4, 5, 6,7,8,9 0 10
moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina segun la reivindicacion 1. Mas preferentemente, es la
combinacién de glicoisoformas segun la reivindicacion 1, asi como excipientes bien conocidos del estado de la
técnica, liberadas en el medio de cultivo por la linea celular de la presente invencion.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede ser fabricada, por ejemplo, en forma de pildoras,
comprimidos, capsulas, particulas; soluciones infralinguales, intranasales o inyectables u otras formas conocidas en
esta técnica, la totalidad de las cuales se encuentra en el alcance de la presente invencion.

Como ejemplo no limitante, la composicién farmacéutica de la presente invencion puede comprender 400,00 ug/kg
de la eritropoyetina de la invencidon por 1 mL de solucion inyectable; albumina humana, 1,2 mg de fosfato
monohidratado de sodio monobasico; 1,8 mg de fosfato anhidro de sodio dibasico; 0,7 mg de citrato de sodio; 5,8
mg de cloruro sédico; y 6,8 mg de acido citrico en agua USP para inyectables (pH 6,9 + 0,3).

En lo que respecta al uso de la combinacién de isoformas de EPO de la presente invencién, tal combinacion puede
aplicarse con concentraciones mayores que las de la EPO comercial para el tratamiento o la prevencion de la
septicemia o de otros trastornos relacionados sin causar efectos tales como el aumento de eritropoyesis. Por otra
parte, la aplicacién de asialo-EPO apenas es Util para el tratamiento de la septicemia.

La presente invencion se ilustra mejor en los siguientes ejemplos.
Ejemplos
Ejemplo 1: Obtencion de una linea celular productora de eritropoyetina

La linea celular usada fue la CHO.K1 (ATCC CCL-61). Para las etapas de desarrollo y mantenimiento, el medio de
cultivo usado fue el denominado Medio 1 (compuesto de una mezcla 1:1 de los medios D-MEM (Gibco) y F12 de
Ham (Gibco) complementada con bicarbonato sédico (Gibco) a 2,441 g/l, glucosa D (+) anhidra (Sigma) a 1,183 g/,
piruvato sédico (Gibco) a 0,11 g/l, glutamina (Sigma) a 1,10 g/l, triptéfano (Sigma) a 0,027 g/l, acido aspartico
(Sigma) a 0,04 g/l, serina (Sigma) a 0,080 g/l, suero fetal bovino (SFB) (Bioser) al 8% V/V, y gentamicina (Gibco) a
50 pg/ml.

Las células fueron transfectadas con el plasmido denominado pnrepo (Figura 1), obtenido clonando el gen de la
eritropoyetina humana del plasmido comercial pCineo con expresion eucariotica.

Las células transfectadas fueron seleccionadas usando el antibiotico neomicina y las células productoras fueron
analizadas usando el ensayo InmunoDot.

Las lineas celulares que mostraban un elevado nivel de produccion de eritropoyetina fueron clonadas mediante el
procedimiento de disolucion limitante. Los clones mas productores fueron seleccionados mediante el InmunoDot, y
se analiz6 el patron de isoformas de eritropoyetina producido por cada uno de tales clones seleccionados.

Ejemplo 2: Evaluacion del patron de glicosilacion de las glicoisoformas producidas

El patron de isoformas producido por cada clon fue estudiado por medio de isoelectroenfoque y transferencia de
Western, seguido por densitometria de bandas. El enfoque isoeléctrico se llevoé a cabo por medio de un dispositivo
Multiphor Il (GE Healthcare).

Se preparo el soporte electroforético usando una concentracion de acrilamida/bisacrilamida del 8% (p/v) con la
adicién de 7 M de urea y anfolitos para generar un intervalo de 3-10 de pH.

El preenfoque de anfolitos se llevd a cabo durante 1 hora usando 2.000 V - 100 mA - 10 W a 10°C. Después, 20 pl
(20 pg) de muestras de las glicoisoformas de EPO fueron parcialmente purificados de los sobrenadantes de los
clones seleccionados. El enfoque se llevé a cabo durante 30 minutos en las mismas condiciones.

Después del enfoque isoeléctrico, el gel fue tincionado con una solucién de azul de Coomasie o, alternativamente,
las isoformas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa. La transferencia se llevd a cabo durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Por ultimo, se detecto la presencia de glicoisoformas de EPO en las membranas de nitrocelulosa por medio de una
reaccion inmunoquimica especifica. Se seleccionaron los clones que mostraban un patrén de glicoisoformas con
predominancia de glicoisoformas con menor contenido de acido sialico, y se llevo a cabo un desplazamiento hacia
glicoisoformas con menor contenido de acido sialico.
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Ejemplo 3: Obtencion de clones de células productoras de eritropoyetina con bajo contenido de acido sialico

Para obtener clones productores de un perfil de isoformas de eritropoyetina humana desplazado hacia los que
contienen una cantidad reducida de acido sialico, los clones seleccionados en el Ejemplo 2 fueron cultivados en
diferentes condiciones:

a) Enun medio de SMIF 6 con la adicion de 20 mM de N-acetilglucosamina (GIcNAc).
b) En un medio de SMIF 6 con la adicion de 2,5 mM de NH4CI.
c) Enun medio de SMIF 6 con la adicién de 50 mM de NaCl.

El patrén de glicosilacion de las isoformas fue evaluado usando los procedimientos descritos en el Ejemplo 2 y se
seleccionaron los clones que producian un patrén de isoformas con bajo contenido de acido sialico.

Ejemplo 4: Enriquecimiento y purificacion de isoformas de eritropoyetina humana con menor contenido de acido
sialico

En una etapa inicial, se filtr6 el sobrenadante de cultivo en cartuchos con poros de tamafio de 3 - 0,8 uym v,
secuencialmente, en cartuchos con poros de tamafio de 0,8 - 0,45 pm (Pall Technology, EE. UU.), aplicando una
presion inferior a 49,03 kPa. La cosecha filtrada fue procesada inmediatamente.

Después, se aplicd un volumen de 18 litros del medio filtrado a una columna BPG 100/500 (10 x 12,7 cm) que
contenia 1 litro de Fast Flow de sefarosa azul (GE Healthcare) con equilibrio previo de 50 mM de fosfato con un pH 7
con un flujo variable de 11-27 ml/minuto. Esta metodologia permitié la captura de todas las isoformas de EPO
presentes en el sobrenadante del cultivo.

Después se lavo la columna con tampoén de equilibrio usando una solucion de 4-7 volumenes de columna (CV). Se
recuperaron todas las glicoisoformas de EPO absorbidas usando una solucion de 2,5-4 CV compuesta de NaCl 675
mM, 20% de etanol (v/v), Tris 20 mM pH 6,5 a un flujo de 44-67 mi/minuto. La columna fue lavada de forma
exhaustiva usando agua de calidad MilliQ y mantenida en una solucion de etanol al 20% (v/v). El producto de la
elucion se concentrd hasta un volumen que oscilaba entre 75 y 100 ml y se llevé a cabo un cambio de tampdn con
una solucién de Tris 20 mM con pH 6,5, usando un sistema de ultrafiltrado tangencial Pellicon (Millipore, EE. UU.)
con cartuchos con poros de tamafio de 10 kDa y una superficie de 0,1 mZ. El producto fue diafiltrado usando 10
veces el volumen concentrado. El producto resultante se mantuvo a -20°C o fue procesado inmediatamente.

Se aplicaron de 2,1 a 6,2 litros del producto obtenido en la etapa anterior a una columna BPG 100/500 (10 x 14 cm)
que contenia 1,1 litros de Big Bead de sefarosa Q (GE Healthcare) previamente equilibrada con una solucion de Tris
20 mM con pH 6,5 con flujo de 25 miI/minuto. Se lavé con tampon de equilibrio de 1,5-2,5 CV. Las isoformas de EPO
menos acidas se recuperaron usando una solucion de 50 mM de glicina de 3-4 CV.

Se llevo la solucion de 50 mM de glicina hasta un pH de 5 afadiendo 1 M de pH 5 de tampdn de acetato y una
solucion 10 N de NaOH. Se aplicé un volumen de 2 a 3 litros de muestreo a una columna XK 50/20 (2,5 x 5 cm) que
contenia 50 ml de Fast Flow de sefarosa Q (GE Healthcare) previamente equilibrada 20 mM con pH 5 de tampdn de
acetato con flujo de 25 ml/minuto.

Se llevaron a cabo dos lavados: uno con 5 CV de 20 mM con pH 5 de tampdn de acetato, y otro con 1 CV de 20 mM
con pH 6,5 de tampodn de citrato. Las glicoisoformas de EPO menos acidas se recuperaron con una solucion de 100
mM de NaCl en 20 mM con pH 6,5 de citratos, recogiendo asi 7 volumenes de columna. El flujo de trabajo fue
constante en todo el experimento.

Ejemplo 5: Caracterizacion de la eritropoyetina de la invencion
a) Determinacion del peso molecular:

Se determind el peso molecular aparente de las diferentes muestras de EPO purificadas segin el Ejemplo 4
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) y un agente reductor de enlaces
bisulfuro (betamercaptoetanol). La electroforesis se llevd a cabo, basicamente, siguiendo el procedimiento descrito
por Laemmli (Laemmli, Reino Unido, 1970, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227: 680-685, incluido en esta patente como referencia) usando el sistema de
electroforesis modular Mini Protean Il (Bio-Rad, California, EE. UU.).

Con este fin, se resuspendieron muestras de EPO (25 pg) en una solucion de 50 mM Tris-HCI, 2% SDS (p/v), 10%
glicerol (v/v), 5% B-ME (v/v), 0,05% azul de bromofenol (p/v), pH 6,8. Las muestras se incubaron a 100°C durante 3
minutos y se aplicaron sobre un gel de carga de acrilamida/bisacrilamida con una concentracion del 5% (p/v). Se
polimerizé el gel de separacién con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida del 12% (p/v). Simultdneamente,
se sembraron marcadores de peso molecular (Bio-Rad) con el fin de determinar el peso molecular aparente de las
muestras estudiadas. La tanda electroforética se llevd a cabo con una tension constante (200 V) hasta que el frente
de la tanda alcanzé 0,5 cm desde el borde inferior del gel de separacion.
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Por ultimo, el gel fue manchado-tincionado con azul brillante de Coomasie mediante una inmersion de 10 minutos en
una solucion compuesta de Coomasie R-250 al 0,1% (p/v) en metanol al 40% (v/v) y acido acético al 10% (v/v). El
gel se decolor6é usando una solucién compuesta de metanol al 7,5% (v/v) y acido acético al 5% (v/v) hasta que se
revelaron bandas claras contra un fondo completamente sin tincién.

Se determind el peso molecular aparente por interpolacion de la distancia migrada por cada muestra en una
representacion grafica de la distancia migrada por cada marcador segin su peso molecular.

b) Determinacion del punto isoeléctrico

Se determind el punto isoeléctrico aparente de cada muestra de EPO diferente usando una técnica de
isoelectroenfoque en gel con el sistema Multiphor 11 (GE Healthcare, Suecia).

El soporte electroforético se prepard usando una mezcla de acrilamida/bisacrilamida con una concentracion del 8%
(p/v) con la adiciéon de 7 M de urea y anfolitos para generar un gradiente de 3-10 de pH. El gel fue preenfocado a
2.000 V - 100 mA - 10 W durante 1 hora. Después, se sembraron 20 pg de los diversos preparados de EPO en un
volumen del 20 pl, luego se procedié con el enfoque durante 40 minutos en las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Se sembraron marcadores de puntos isoeléctricos (GE Healthcare) como controles.

Una vez que se complet6 el isoelectroenfoque, se colored el gel con azul brillante de Coomasie y luego fue sometido
a decoloracion hasta que se obtuvieron bandas claras contra un fondo completamente sin tincién. Se determiné el
punto isoeléctrico aparente por interpolacion de la distancia migrada por cada muestra en una representacion grafica
de la distancia migrada por cada marcador en funcién de su punto isoeléctrico.

Ejemplo 6: Andlisis in vitro de la actividad biolégica de la eritropoyetina
La actividad bioldgica se llevé a cabo en un ensayo de proliferacion usando células TF-1.
Medios de cultivo usados:

Medio de cultivo: 500 ml de medio RPMI 1640 (Gibco, EE. UU.), 5 ml de 200 mM de L-glutamina (Fluka, Alemania),
0.75 g de NaHCOs3 (Gibco, EE. UU.), 50 ug/ml de gentamicina (Parafarm, Argentina), esterilizado por filtracion a
través de filtros con poros de 0,22 ym; complementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% v/v (Bioser, Argentina),
5 ml de 5 mM B-mercaptoetanol (Merck, Alemania), y 5 ng/ml de rhGM-CSF (Growgen, Bioprofarma S.A., Argentina).

Medio de ensayo: Medio de cultivo de crecimiento carente de rhGM-CSF.
Medio de lavado: Medio de cultivo de crecimiento carente de rhGM-CSF y SFB.

Se us6 una suspension de células TF-1 en fase de crecimiento logaritmico. Se lavaron las células con 30 ml del
medio de lavado 3 veces. Después, las células fueron resuspendidas en el medio de ensayo con una concentracion
de 200.000 células/ml, e incubadas a 37°C durante 2 horas. Por ultimo, se sembraron 50 pl de las suspensiones de
células en cada cavidad de una placa de 96 pocillos (salvo los pocillos correspondientes al control del reactivo
cromatico) y se anadi6 lo siguiente: 50 pl de la eritropoyetina de la invencion purificada segun el Ejemplo 4; 50 pl de
una eritropoyetina comercial (Eprex, Cilag-Jansen) (7.500 mU/ml) en disoluciones en serie en el medio para tener
curvas de variaciones de la concentracion que oscilan entre 15 y 2.000 mU/ml; 50 pl de asialo-EPO; y 50 pl del
medio de ensayo, segun sea el caso. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 72 horas.

Los controles sometidos a ensayo se realizaron segun el siguiente detalle:

— control positivo: 50 yl del medio de ensayo, complementado con 7.500 mU/ml de EPO.
— control negativo: 50 pl del medio de ensayo.
— control de reactivo cromatico: solo se pusieron 100 pl del medio de ensayo.

Por ultimo, se afiadieron a cada cavidad 20 pl de la solucién cromatica (2 ml de una solucion de 2,0 mg/ml de MTS
(Promega, EE. UU.), y 100 pl de una solucién de 0,92 mg/ml de PMS (Sigma, EE. UU.)). Se incubdé a 37°C y 6
horas. Después, el color revelado se ley6 en un lector ELISA con dos longitudes de onda: 492 y 690 nm.

Ejemplo 7: Evaluacion de la depuracién de la eritropoyetina

Se usaron 18 ratas hembra de la variedad Wistar de entre 8 y 10 semanas de edad y 200 g de peso del bioterio de
la CNEA (Comision Nacional de Energia Atdmica de Argentina).

Los animales estaban alojados en el bioterio del laboratorio de cultivos celulares FBCB-UNL, con libre acceso a
agua y a una dieta equilibrada. La temperatura del sector se mantuvo a 23°C. El régimen de iluminacion fue de 12
horas de luz/12 horas de oscuridad.

Los animales fueron divididos de forma aleatoria en 3 grupos de 6 individuos cada uno. Cada grupo fue dividido, a
su vez, en 3 subgrupos de 2 animales cada uno. Los subgrupos fueron mantenidos en jaulas separadas.
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Los preparados evaluados fueron: el preparado de la invencion, EPO comercial (Eprex, Cilag-Jansen) y asialo-EPO.

El asialo-EPO se preparé mezclando EPO comercial (Eprex, Cilag-Jansen), una cantidad suficiente de un tampon
proporcionado en el estuche de Neuroaminidasa-P0720S (New England BiolLabs Inc., EE. UU.) y una cantidad
suficiente de la enzima neuraminidasa proporcionada en dicho estuche. Se mezclé y se incubd a 37°C durante 2
horas. Por ultimo, la mezcla fue dializada contra PBS a 4°C durante la noche.

Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion intramuscular de una mezcla compuesta de 140 pl de 50
mg/ml de ketamina y 75 pl de 20 mg/ml de xilacina. Una vez anestesiados, los animales fueron inoculados con una
inyeccion en la vena principal del rabo. Se inyectaron en cada animal 500 ug de la correspondiente eritropoyetina
segun el esquema de tratamiento, en un volumen de 500 pg de solucion, usando jeringas de tuberculina dotadas de
agujas de 29 g.

Los animales fueron sangrados mediante la puncion de la vena retroorbital usando una pipeta de Pasteur
heparinizada. Se recogio6 la sangre en tubos Falcon que contenian 50 uyg de 5.000 Ul/ml de heparina sédica. Las
muestras fueron centrifugadas a 700 g y a 20°C en un centrifugador Eppendorf 5403 (Alemania) durante 20 minutos,
y el plasma obtenido mediante este procedimiento se mantuvo a -20°C.

Se tomaron muestras de sangre de los animales de cada grupo en los minutos 0, 2, 6, 15, 30 y 60 minutos
posteriores a la inyeccion, y en las horas 2, 3, 5, 24 y 30 posteriores a la inyeccion.

Las concentraciones de plasma de las diferentes eritropoyetinas inyectadas se determinaron mediante ELISA de
fase doble (Amadeo, |I., et al., J. Immunol. Meth. 293: 191-205, 2004, incluido en su totalidad en el presente
documento como referencia).

Se construyeron curvas de concentracion en funcion del tiempo posterior a la inyeccion, dando como resultado los
siguientes parametros farmacocinéticos:

Maxima concentracion en plasma (Cnax) y tiempo maximo (Tmax), correspondiente al tiempo en el que se
alcanza la maxima concentracion (Cmax)-

Se determinaron otros parametros farmacocinéticos ajustando los datos experimentales mediante una ecuacion
biexponencial para la concentracion (C) en plasma en funcion del tiempo (t), segin se muestra en la Ecuacion (1) :

C=A-¢e“+B-e” (1)

en la que A y a son constantes de la fase inicial que refleja la distribucion de eritropoyetina en los fluidos
intercelulares de todos el animal, mientras que B y B son constantes de la fase de eliminacion que estan
relacionadas con la depuracion plasmatica real (Donahue et al., Cold Spring Harbor Symp Qant. Biol. 51: 685-692,
1986, incluida en su totalidad en el presente documento como referencia). Se estimaron estas constantes a partir de
los datos empiricos mediante el uso de instrumentos de ordenador (Microcal™ Origin™, versién 5.0, Microcal
Software, EE. UU.). El tiempo de la vida media de distribucion (T1B), el tiempo de la vida media de eliminacion
(T420), y la depuracioén plasmatica total (CL) se calcularon usando las Ecuaciones (2), (3) y (4), respectivamente:

(7,,0) =0,693/cx (2)
(7,,8)=0.693/p @)
CL =dosis/ AC,_, (4)

en las que ACo. es el area por debajo de la curva de concentracion en funcién del tiempo, desde cero a infinito. Las
diferencias entre los tres preparados se evaluaron mediante una prueba pareada de Student, tomando como
propiedades mas significativas al inferiores a 0,05.

Ejemplo 8: Determinacion de la actividad eritropoyética in vivo

Para determinar la actividad eritropoyética in vivo de cada preparado, se llevd a cabo un ensayo usando ratones
normocitopénicos segun la farmacopea europea.

Cada muestra que habia de analizarse fue diluida usando un tampén de fosfato/albumina de pH 7,2. El tampén fue
preparado segun las siguientes instrucciones: disolver 10,75 g de fosfato acido de sodio y 7,6 g de cloruro sddico en
900 ml de agua destilada; afadir 5 ml de una solucién concentrada de 200 mg/ml de albdmina humana y completar
con agua destilada csp hasta alcanzar un volumen final de 1.000 ml. Ajustar el pH a 7,2 con una solucion de
hidréxido sddico diluido o de acido fosforico diluido.
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Se llevaron a cabo tres disoluciones en serie de orden 3 de la muestra y de un estandar internacional de EPO de
una manera en la que las disoluciones del estandar internacional contenian 20, 60 y 180 Ul/ml de EPO.

Se inocularon 0,5 ml de cada disolucidon de la muestra y del estandar en ratones hembra de 2 meses para NMRI
mediante inyecciones subcutaneas. Se usaron 6 ratones por disolucion.

Cuatro dias después, los ratones fueron anestesiados con pentotal sédico (3 mg/0,5 ml/ratén) y fueron sangrados a
través del seno retroorbital usando capilares heparinizados. Se transfirid la sangre a tubos Eppendorf que contenian
5 pl de heparina sédica.

Se cuantificaron los reticulocitos tomando 5 ul de un tampén de reticulocitos con pH 7,2. Se prepard el tampdn
segun el siguiente protocolo: disolver 10,75 g de fosfato acido disddico, 7,6 g de cloruro sédico, 0,2 g de azida de
sodio y 0,74 g de EDTA en agua destilada, y luego se lleva hasta un volumen final de 1.000 ml. Ajustar el pH a 7,2.

Se agitd con fines de homogeneizacion y se llevd a cabo una tincion fluorescente afiadiendo 0,5 ml de tincion
naranja de tiazol en cada tubo. Se mezclé y se dejo en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. La
lectura se llevd a cabo usando un citémetro de flujo (Becton Dickinson FACSCalibur P/N 34012420). Se leyeron
60.000 eventos para cada muestra y se procesaron los datos usando el programa de recuento de reticulocitos. Se
introdujeron los datos en un programa estadistico para obtener potencia de muestreo.

Ejemplo 9: Evaluacion de la eritropoyetina de la invencién como principio activo para el tratamiento de la septicemia
y determinacion de una dosis adecuada

Animales: Se usaron ratones Cf1 hembra de 5-7 semanas de edad de aproximadamente 25-30 g de peso.

Los animales estaban alojados en el bioterio, en el que fueron mantenidos durante un periodo minimo de 7 dias para
permitir su aclimatacion, con libre acceso a agua y a una dieta equilibrada. La temperatura del sector se mantuvo a
20° £ 2°C. El régimen de iluminacion fue de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad.

Los animales recibieron dosis equivalentes a 5 ug/kg, 15 pg/kg, 30 pg/kg y 50 pg/kg, segun fuese aplicable a cada
caso segun el peso expresado en kg, de la eritropoyetina de la invencion, EPO comercial (Eprex, Cilag-Jansen), y
asialo-EPO mediante inyeccion subcutanea una hora antes de la induccion de la septicemia en el caso de la
prevencion, o una hora después sepsis de la induccion de la septicemia en el caso del tratamiento de la septicemia.
El grupo de control recibié cantidades similar de solucion fisioldgica.

Se indujo la septicemia usando el modelo de septicemia experimental de doble ligadura y puncién del ciego (CLP)
(Witchterman K. A., Baune A. E., Chaudry I. H., Sepsis and septic shock: a review of laboratory models and a
proposal, J. Surg. Res. 29: 189-201, 1980, incluido en esta patente solo como referencia). En resumen, los animales
ayunaron durante 12 horas antes de la intervencion. Para evitar la hipoglucemia, el agua de los bebederos se
sustituyé por glucosa al 10%. Los ratones fueron anestesiados intraperitonealmente con ketamina/xilacina (133:10
pg/g de ratén) (50 mg/ml de ketamina Holliday® y 20 mg/ml de xilacina Narcoxil®). Después, se llevo a cabo una
laparotomia media minima. Se ligé el cielo con sutura quirdrgica a 1 cm de su extremo distal, cuidando de no
obstruir la valvula ileocecal. Se practicaron dos orificios en el ciego con una aguja de 18 g distales del sitio de la
ligadura. Se comprimi6 el ciego para hacer pasar una pequefa cantidad del contenido entérico a través de los
orificios. El ciego fue introducido en la cavidad peritoneal y se cerré la pared abdominal en dos planos. Por ultimos,
para garantizar la hidratacién de los ratones, se aplic6 1 ml de solucion salina al 0,9% mediante inyeccion
subcutanea. A partir de entonces, todos los animales tuvieron libre acceso a agua y comida.

Se realiz6 una cirugia simulada en un grupo de animales para evaluar el estrés quirdrgico (grupo de simulacion).
Durante 15 dias se evalud la mortalidad diaria en los ratones que se recuperaron de la anestesia.

En el dia 16, se llevd a cabo en ellos un sangrado retroorbital con anestesia para determinar el hematocrito y la
hemoglobina, segun procedimientos estandar. Por Ultimos, los animales fueron sacrificados y se realizaron
autopsias.

Andlisis estadisticos: Las curvas quirirgicas se representaron graficamente como porcentajes de supervivencia, y
los calculos comparativos entre tales curvas se realizaron usando la prueba de intervalos logaritmicos.

Ejemplo 10: Estudios de dafios multiorganicos

Se trataron diferentes grupos de animales con septicemia. Cierto tiempo antes de la CLP, el primer grupo de
animales recibio 50 ug of EPO comercial (Eprex, Cilag-Jansen) a través de inyecciones subcutaneas; el segundo
grupo, 50 ug del preparado de la invencion; y el tercer grupo, 50 pg de solucion fisiolégica. Los ratones fueron
sacrificados de forma aleatoria en los seis primeros dias después de la CLP. Se evaluaron los 6rganos siguientes
mediante un estudio histopatoldgico usando la técnica hematoxilina-eosina: cerebro, corazén, pulmones, intestinos,
higado y rifiones. Se establecié el dafio relacionado para cada 6rgano y cada animal segun el estudio
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histopatologico. El analisis histopatoldgico fue realizado de forma independiente y a ciegas. Se uso el ensayo exacto
de Fisher para comparar la frecuencia de eventos y se considerd significativa una p<0,05.
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REIVINDICACIONES

Una combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina que comprende una cantidad entre 2 y 12% de la
glicoisoforma 4, que contiene 4 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 5y 25% de la
glicoisoforma 5, que contiene 5 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 9y 34% de la
glicoisoforma 6, que contiene 6 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 9y 34% de la
glicoisoforma 7, que contiene 7 moléculas de acido sidlico por molécula de eritropoyetina, entre 10 y 35% de la
glicoisoforma 8, que contiene 8 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 2 y 23% de la
glicoisoforma 9, que contiene 9 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina y entre 0 y 2% de la
glicoisoforma 10, que contiene 10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, y en la que dicha
eritropoyetina es eritropoyetina humana.

La combinacién segun la reivindicacion 1 en la que dicha combinacién de glicoisoformas de eritropoyetina tiene
un perfil de puntos isoeléctricos entre 4 y 5,3 y un perfil de pesos moleculares que oscila entre 32 y 34 kD.

Una linea celular transgénica que produce glicoisoformas de eritropoyetina segun la reivindicacion 1, siendo
dicha linea celular la linea celular AB2H52, depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen), con numero de acceso DSM ACC2727.

La linea celular segun la reivindicacion 3, produciendo y liberando al medio dicha linea celular una combinacion
de glicoformas de eritropoyetina de la reivindicacion 1, comprendiendo dicha combinacién una cantidad entre 2
y 12% de la glicoisoforma 4, que contiene 4 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 5 y
25% de la glicoisoforma 5, que contiene 5 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 9 y
34% de la glicoisoforma 6, que contiene 6 moléculas de acido sidlico por molécula de eritropoyetina, entre 9 y
34% de la glicoisoforma 7, que contiene 7 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 10 y
35% de la glicoisoforma 8, que contiene 8 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 2 y
23% de la glicoisoforma 9, que contiene 9 moléculas de acido sidlico por molécula de eritropoyetina y entre 0 y
2% de la glicoisoforma 10, que contiene 10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, y en la
que dicha eritropoyetina es eritropoyetina humana.

La linea celular segun la reivindicaciéon 4 en la que dicha combinacion de eritropoyetina tiene una actividad
adecuada para el tratamiento de la septicemia.

La linea celular segun la reivindicaciéon 4 en la que dicha combinacion de eritropoyetina es un agente
seleccionado del grupo constituido por un agente activo adecuado para el tratamiento de la septicemia y un
agente activo adecuado para la prevencion de la septicemia.

La linea celular segun la reivindicacion 4 en la que dicha combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina tiene
un perfil de puntos isoeléctricos entre 4 y 5,3 y un perfil de pesos moleculares que oscila entre 32 y 34 kD.

Una composicion farmacéutica adecuada para el tratamiento y la prevencion de la septicemia que comprende
una combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina de la reivindicaciéon 1 como agente activo, en la que dicha
combinacion comprende una cantidad entre 2 y 12% de la glicoisoforma 4, que contiene 4 moléculas de acido
sidlico por molécula de eritropoyetina, entre 5 y 25% de la glicoisoforma 5, que contiene 5 moléculas de acido
sidlico por molécula de eritropoyetina, entre 9 y 34% de la glicoisoforma 6, que contiene 6 moléculas de acido
sidlico por molécula de eritropoyetina, entre 9 y 34% de la glicoisoforma 7, que contiene 7 moléculas de acido
sidlico por molécula de eritropoyetina, entre 10 y 35% de la glicoisoforma 8, que contiene 8 moléculas de acido
sidlico por molécula de eritropoyetina, entre 2 y 23% de la glicoisoforma 9, que contiene 9 moléculas de acido
sidlico por molécula de eritropoyetina y entre 0 y 2% de la glicoisoforma 10, que contiene 10 moléculas de
acido sialico por molécula de eritropoyetina y excipientes farmacéuticamente aceptables, y en la que dicha
eritropoyetina es eritropoyetina humana.

La composicion segun la reivindicacion 8 en la que dicha combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina tiene
un perfil de puntos isoeléctricos entre 4 y 5,3 y un perfil de pesos moleculares que oscila entre 32 y 34 kD.

La composicion segun la reivindicacion 8 en la que los excipientes se seleccionan del grupo constituido por
conservantes, estabilizantes, diluyentes y combinaciones de los mismos.

La composicién segun la reivindicacion 8, estando dicha composicion en forma de pildoras, capsulas,
masticables, comprimidos, comprimidos efervescentes, soluciones inyectables, particulas y soluciones
sublinguales.

Un procedimiento para obtener la combinacion de la glicoisoforma de eritropoyetina de la reivindicacion 1,
comprendiendo dicho procedimiento las siguientes etapas:

a. Cultivar en un medio de cultivo la linea celular AB2H52, depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) con niumero de acceso DSM ACC2727, teniendo dicho medio de cultivo
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una osmolalidad que oscila entre 310 y 450 miliosmol/kg de disolvente y aditivos seleccionados del grupo
constituido por N-acetilglucosamina, cloruro amonico, cloruro sédico y combinaciones de los mismos, y
b. Purificar y aislar la combinacion de la glicoisoforma de eritropoyetina producida.

El procedimiento segun la reivindicacion 12 en el que la N-acetilglucosamina presente en el medio de cultivo
oscila entre 1 and 100 mM; la cantidad de cloruro aménico presente en el medio de cultivo esta entre 1 and 5
mM, y el cloruro sédico esta presente en el medio de cultivo en una cantidad entre 10 and 75 mM.

El procedimiento segun la reivindicacion 12 en el que la etapa b) de purificacion y aislamiento comprende al
menos una etapa cromatografica.

Una combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina de la reivindicacion 1 que comprende una cantidad entre 2
y 12% de la glicoisoforma 4, que contiene 4 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 5 y
25% de la glicoisoforma 5, que contiene 5 moléculas de &cido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 9 y
34% de la glicoisoforma 6, que contiene 6 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 9 y
34% de la glicoisoforma 7, que contiene 7 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 10 y
35% de la glicoisoforma 8, que contiene 8 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 2 y
23% de la glicoisoforma 9, que contiene 9 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina y entre 0 y
2% de la glicoisoforma 10, que contiene 10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, en la que
dicha eritropoyetina es eritropoyetina humana, para su uso como composicion farmacéutica en el tratamiento de
la septicemia.

La combinacién segun la reivindicacion 15 en la que dicha composicion farmacéutica se usa mediante
administracion parenteral, oral, sublingual o intranasal.

La combinacién segun la reivindicacion 15 que comprende también el uso de antibiéticos, el aumento del
volumen plasmatico con cristaloides, el aumento del volumen plasmatico con coloides, el soporte de érganos
con insuficiencias que incluye el control del choque, el control estricto de la glucemia, la regulacién de la
inflamacion, la regulacion de la respuesta procoagulante y combinaciones de los mismos.

La combinacién segun la reivindicacion 15 en la que dicha composicion farmacéutica se usa en dosis entre 10 y
1000 ug/kg.

La combinacion segun la reivindicacion 15 en la que dicha combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina
tiene un perfil de puntos isoeléctricos entre 4 y 5,3 y un perfil de pesos moleculares que oscila entre 32 y 34 kD.

Una combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina de la reivindicacion 1 que comprende una cantidad entre 2
y 12% de la glicoisoforma 4, que contiene 4 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 5 y
25% de la glicoisoforma 5, que contiene 5 moléculas de &cido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 9 y
34% de la glicoisoforma 6, que contiene 6 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 9y
34% de la glicoisoforma 7, que contiene 7 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 10 y
35% de la glicoisoforma 8, que contiene 8 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, entre 2 y
23% de la glicoisoforma 9, que contiene 9 moléculas de acido sidlico por molécula de eritropoyetina y entre 0 y
2% de la glicoisoforma 10, que contiene 10 moléculas de acido sialico por molécula de eritropoyetina, en la que
dicha eritropoyetina es eritropoyetina humana, para su uso como composicion farmacéutica en la prevencion de
la septicemia.

La combinacién segun la reivindicacion 20 en la que dicha composicion farmacéutica se usa mediante
administracion parenteral, oral, sublingual o intranasal.

La combinaciéon segun la reivindicacion 20 que comprende también el uso de antibiéticos, el aumento del
volumen plasmatico con cristaloides, el aumento del volumen plasmatico con coloides, el soporte de érganos
con insuficiencias que incluye el control del choque, el control estricto de la glucemia, la regulacién de la
inflamacion, la regulacion de la respuesta procoagulante y combinaciones de los mismos.

La combinacién segun la reivindicacion 20, usandose dicha combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina en
dosis entre 10 y 1000 pg/kg.

La combinacion segun la reivindicacion 20, teniendo dicha combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina un
perfil de puntos isoeléctricos entre 4 y 5,3 y un perfil de pesos moleculares que oscila entre 32 y 34 kD.

El uso de la combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina de la reivindicacion 1 para fabricar un farmaco
para el tratamiento de la septicemia.

El uso de la combinacion de glicoisoformas de eritropoyetina de la reivindicacion 1 para fabricar un farmaco
para la prevencioén de la septicemia.
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